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Abstrakt 
Tato práce je kritickou revizí anatomických a morfologických znaků dosud 
pouţívaných k determinaci jednotlivých středoevropských druhů rodu Anisus a jejich 
konfrontací se znaky molekulárními. Pro molekulární analýzu byly pouţity 
mitochondriální geny pro 16S rRNA a cytochrom c oxidázu – podjednotku I (COI). 
Analýza DNA prokázala, ţe dosud uznávané druhy vyskytující se na území České 
republiky tvoří dobře odlišitelné genetické linie. Následnou revizí anatomických znaků 
těchto linií bylo zjištěno, ţe tyto znaky nejsou díky své variabilitě pro determinaci 
vhodné, zvlášť to platí pro rozlišování druhů A. spirorbis a A. leucostoma. Vhodnějšími 
se ukázaly znaky konchologické, nově se osvědčil především poměr velikosti 
posledního a předposledního závitu. Pomocí toho znaku se dají bezpečně determinovat i 
populace, v jejichţ rámci se objevují formy přechodné v ostatních morfologických i 
anatomických znacích. 
 
The aim of this work is to critically review the anatomical and morphological 
characters being currently used in the determination of Central European species of the 
genus Anisus and to confront  them with molecular characters. For the molecular 
analysis mitochondrial genes for 16S rRNA and cytochrome c oxidase – subunit I (COI) 
were used. DNA analysis showed that known species occuring in the Czech Republic 
form well distinguishable genetic lines. Subsequent revisions of the anatomical 
characters of these lines have proven that these characters are due to their variability not 
suitable for determination, especially for the differentiating of the species  A. spirorbis 
and A. leucostoma. The conchological characters have proven more suitable, especially 
the ratio of the size of the last and penultimate whorl. With the help of this character, we 
can safely determine a population within which there are transitional forms in other 
morphological and anatomical characters. 
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Vodní plţi, Planorbidae, Anisus, taxonomie, anatomie, morfologie, analýza DNA, 
16S rRNA, COI. 
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1. Úvod 
Čeleď Planorbidae je druhově nejpočetnější skupinou vodních plţů z podtřídy 
Pulmonata, celosvětově zahrnující zhruba 250 druhů (STRONG et al. 2008). Její 
zástupci se vyskytují na všech kontinentech s výjimkou Antarktidy a jsou obyvateli 
nejrůznějších vodních biotopů (od vod tekoucích a stojatých aţ po vody periodické).  
Taxonomie čeledi Planorbidae je podobně jako u dalších skupin plţů tradičně 
zaloţena především na morfologii ulity a anatomii vnitřních orgánů (především 
pohlavní soustavy) (SCHANDER & SUNDBERG 2001). Druhy s planispirální ulitou 
byly řazeny do čeledi Planorbidae, druhy s ulitou čepičkovitou do čeledi Ancylidae 
(GEYER 1927). Nicméně díky odlišné anatomii byl posléze rod Acroloxus přeřazen 
z čeledi Ancylidae do samostatné čeledi Acroloxidae, čeledi Ancylidae a Planorbidae 
byly sloučeny do jediné čeledi Planorbidae, patřící společně s čeledí Physidae do 
nadčeledi Planorboidea (STRONG et al. 2008). V rámci této nadčeledi se morfologické 
a anatomické znaky dají pouţít k odlišení jednotlivých rodů, ale na úrovni druhů uţ 
nebývají vţdy zcela přesné. Bude tedy nutné vyuţít spolu s morfologicko-anatomickými 
znaky i metod molekulární taxonomie.  
Z druhů vyskytujících se na našem území jsou z taxonomického hlediska 
problematičtí především zástupci rodů Anisus a Gyraulus. Zde stále převaţují 
pochybnosti o vymezení některých druhů. Vodní plţi rodu Anisus jsou v České 
republice zastoupeni pěti druhy: poměrně běţným druhem A. vortex, velmi vzácným 
druhem A. vorticulus a dále třemi druhy - A. spirorbis, A. leucostoma a 
A. septemgyratus, jejichţ taxonomický status je nejasný a vyţaduje revizi 
(ANDERSON 2005, GLÖER & ZETTLER 2005). Všechny tři druhy obývají stejné 
biotopy (periodické tůně, případně periodické okraje trvalých tůní) (BERAN 2002), 
ekologicky se liší tím, ţe A. leucostoma je méně náročný na kvalitu biotopu a má větší 
ekologickou valenci. Druh A. septemgyratus byl u nás objeven teprve v roce 1998 na 
jiţní Moravě (BERAN & HORSÁK 2002a).  
Studiu ulit druhů A. spirorbis, A. leucostoma se věnoval HUBENDICK (1951), 
nicméně na základě konchologických znaků jsou od sebe oba druhy často velmi těţko 
odlišitelné. Navíc uţ např. LOŢEK (1956) uvádí, ţe mezi jednotlivými druhy mohou 
existovat přechodné morfologické formy. K přesnějšímu rozlišení jednotlivých druhů se 
proto pouţívají znaky v anatomii pohlavní soustavy. Podrobně se anatomií pohlavního 
systému rodu Anisus zabýval HUDEC (1967), který jednotlivé druhy rozlišoval na 
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základě poměru distální phallotheky (v angl. literatuře označované jako penis sheet) a 
praeputia. Jeho výsledky byly ovšem v pozdějších studiích různými autory 
zpochybňovány (např. BERAN & HORSÁK 2002a, GLÖER 2002). V poslední době se 
proto k rozlišení druhů začal pouţívat počet prstovitých výběţků prostaty 
(GLÖER & MEIER-BROOK 2008).  
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2. Cíle práce 
Cílem této diplomové práce je kriticky zhodnotit morfologické a anatomické znaky 
slouţící k identifikaci jednotlivých druhů rodu Anisus na našem území, tyto klasicky 
uţívané znaky konfrontovat se znaky molekulárními a poté vytvořit soubor 
morfologicko-anatomických znaků, který by měl vézt k jednoznačné identifikaci 
jednotlivých druhů a to i u populací, v jejichţ rámci se vyskytují přechodné 
morfologické formy. Toto je první práce, ve které je k identifikaci jednotlivých druhů 
rodu Anisus pouţita kombinace molekulárních a morfologicko-anatomických znaků. 
 
Dílčí cíle práce jsou: 
 revize morfologických a anatomických znaků, dosud pouţívaných 
k determinaci jednotlivých druhů 
 potvrzení identity druhů rozlišovaných klasickými metodami za pomoci 
molekulárních znaků  
 u takto revidovaného souboru druhů se nově pokusit definovat znaky 
vhodné k co moţná nejjednodušší identifikaci druhů 
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3. Rod Anisus Studer, 1820 v České republice 
V této kapitole bude popsána anatomie, morfologie a rozšíření všech druhů tohoto 
rodu obývajících území České republiky a znaky, které se pouţívají či v minulosti 
pouţívaly k rozlišování jednotlivých druhů.   
Na našem území se vyskytují populace pěti druhů řazených v rámci rodu Anisus do 
dvou podrodů podle přítomnosti či nepřítomnosti kýlu na obvodu ulity. Do podrodu 
Anisus Studer, 1820 patří druhy Anisus spirorbis (Linnaeus, 1758), Anisus leucostoma 
(Millet, 1813) a Anisus septemgyratus (Rossmaessler, 1835). Kýl po obvodu ulity není 
vytvořen nebo je velmi nezřetelný a tupý. Druhy Anisus vortex (Linnaeus, 1758) a 
Anisus vorticulus (Troschel, 1834) patří do podrodu Disculifer C. R. Boettger, 1944. Po 
obvodu ulity je vytvořen zřetelný a ostrý kýl.  
 
3.1. Anisus spirorbis (Linnaeus, 1758) 
Typickým biotopem, který tento druh obývá, jsou periodické tůně a mokřady, vzácně 
se můţe vyskytovat na okrajích rybníků. Je rozšířen především v nivách větších řek 
v níţinách do nadmořské výšky 300 m. Nad touto hranicí jsou nálezy ojedinělé a je 
moţné, ţe se jedná o záměnu s druhem A. leucostoma. Nejsilnější výskyt je 
v nadmořské výšce 150 aţ 200 m (BERAN 2002). 
Ulita je mírně průsvitná, světle rohová, poměrně silnostěnná, spodní strana je mírně 
prohnutá. Povrch je lesklý, velmi slabě rýhovaný. Závitů je 4,5 aţ 5,5, na horní straně 
silně, na spodní slaběji klenutých, zpočátku pomalu, později rychle rostoucích, poslední 
je zhruba 1,5krát širší neţ předposlední. Závity jsou ze stran lehce stlačené, ale dobře 
zaoblené. Na horním obvodu ulity tak nevzniká ani náznak hrany, spodní hrana je velmi 
málo zřetelná. Ústí má eliptický tvar, obústí je rovné, většinou s bíle zbarveným silným 
pyskem, návalek patrový slabě zřetelný. Výška ulity se pohybuje v rozmezí 
1,4 aţ 2 mm, šířka je 5,5 aţ 7 mm (LOŢEK 1956). 
 
3.2. Anisus leucostoma (Millet, 1813) 
Tento druh obývá mokřady, především periodické, můţe se vyskytovat i na okrajích 
rybníků nebo v klidných partiích potoků. Na našem území je poměrně hojně rozšířen, 
od níţin, přes pahorkatiny aţ do vrchovin do nadmořské výšky 650 m. Nejhojněji se 
vyskytuje v nadmořské výšce 200 aţ 250 m (BERAN 2002). 
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Ulita je průsvitná, světle rohová, spíše tenkostěnná, spodní strana je téměř plochá, 
pouze ve středu můţe být lehce prohloubená. Povrch je hedvábně lesklý, velmi jemně 
rýhovaný. Závitů je 5,5 aţ 6,5, na horní straně silněji, na spodní slabě klenutých, velmi 
pomalu rostoucích, poslední je asi o jednu třetinu širší neţ předposlední. Ze strany je 
stlačen, takţe se na spodní straně vytváří zřetelná tupá hrana, někdy bývá vytvořena i 
hrana horní. Ústí má kosočtverečně eliptický tvar, obústí je rovné, slabě otupené, často 
s bělavým pyskem, návalek patrový slabě zřetelný. Výška ulity je 1,3 aţ 1,5 mm, šířka 
5,5 aţ 7,5 mm (LOŢEK 1956). 
 
3.3. Anisus septemgyratus (Rossmaessler, 1835) 
Z našeho území nebyl tento druh aţ do nedávné doby známý, teprve v roce 1998 byl 
nalezen v několika tůních na Břeclavsku (BERAN & HORSÁK 2002a). Na našem 
území kriticky ohroţený (BERAN et al. 2005). V roce 2005 bylo nalezeno několik 
desítek jedinců ve vodní nádrţi v Praze Stodůlkách. Tam byl patrně zavlečen člověkem, 
kdyţ během rekonstrukce nádrţe byly na zpevnění břehů pouţity kokosové válce 
z Polska (BERAN 2006). V současné době se v této nádrţi uţ pravděpodobně 
nevyskytuje. Druh obývá především trvalé tůně s periodickými okraji. 
Ulita je průsvitná, rudohnědá aţ ţlutavě rohová, tenkostěnná s téměř plochou spodní 
stranou. Povrch je slabě lesklý, velmi jemně, nepravidelně rýhovaný. Závitů je 7 aţ 8, 
navrchu silněji, naspodu slabě klenutých, velmi pomalu rostoucích. Poslední je asi o 
jednu čtvrtinu širší neţ předposlední. Na spodním okraji ulity je vytvořena vcelku ostrá 
kýlovitá hrana. Ústí je malé, zaobleně kosočtverečné, obústí je rovné, ostré, někdy můţe 
být bělavě zbarvené, návalek patrový není zřetelný. Výška ulity je 1 mm, šířka 
7 aţ 8 mm (LOŢEK 1956). 
 
3.4. Anisus vortex (Linnaeus, 1758) 
Na našem území běţný druh, vyskytující se především v niţších polohách v nivách 
větších řek. Obývá tůně, rybníky, pískovny a odstavená ramena, případně se můţe 
vyskytovat v pomalu tekoucích tocích. Nejhojněji je rozšířen v nadmořských výškách 
od 150 do 250 m (BERAN 2002).  
Ulita je průsvitná, světle rohová, tenkostěnná se zcela plochou spodní stranou. 
Povrch je matně lesklý, velmi jemně, hustě rýhovaný. Závitů je 6,5 aţ 7, poslední je 
zhruba dvakrát širší neţ předposlední. Na horní straně jsou závity silně a nepravidelně 
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klenuté, na spodní straně téměř ploché. Na obvodu vzniká ostrý kýl, posunutý ke spodní 
straně. Ústí je velmi šikmé, nepravidelně vejčité, na vnější straně zašpičatělé. Obústí je 
ostré, spodní úsek nasedá na kýl předposledního závitu, návalek patrový není znatelný. 
Výška je 1,2 aţ 1,4 mm, šířka 7 aţ 10 mm (LOŢEK 1956). 
 
3.5. Anisus vorticulus (Troschel, 1834) 
Druh na našem území velmi vzácný, patří mezi druhy kriticky ohroţené a je dokonce 
chráněn evropským systémem NATURA 2000 (BERAN et al. 2005). Obývá především 
hustě zarostlé tůně v nivách větších řek, vzácně se můţe vyskytovat v hustě zarostlých 
pískovnách nebo rybnících. 
Ulita je hnědavě aţ narudle rohová, velmi tenkostěnná, s mírně prohnutou spodní 
stranou. Povrch je matný, jemně rýhovaný. Závitů je obvykle 5 aţ 5,5, na obou stranách 
dobře klenutých, poslední je zhruba o polovinu širší neţ předposlední. Na obvodu ulity 
se vytváří kýl, posunutý ke středu. Forma Anisus vorticulus f. charteus (Held, 1837) 
tvoří na kýlu posledního závitu blanitý lem, který je viditelný i pouhým okem 
(BERAN 1998b). Ústí je celkem pravidelně příčně vejčité, na vnější straně tvoří tupý 
roh. Obústí je ostré, spodní úsek zřetelně nasazuje pod kýlem předposledního závitu. 
Návalek patrový je neznatelný. Výška ulity nepřesahuje 1 mm, šířka se pohybuje mezi 
5 aţ 6 mm (LOŢEK 1956). 
 
3.6. Anatomie pohlavní soustavy u rodu Anisus 
Znaky na pohlavní soustavě jsou jedněmi z nejuţívanějších v taxonomii rodu Anisus 
a objevují se ve většině starších i moderních prací (BAKER 1945, HUBENDICK 1955, 
HUDEC 1967, BERAN & HORSÁK 2002a, GLÖER 2002, GLÖER & MEIER-
BROOK 2008). Všichni zástupci jsou hermafrodité s jedinou obojetnou pohlavní 
ţlázou. Část ţlázy produkuje samčí a část samičí pohlavní buňky. Z pohlavní ţlázy 
(glandula hermaphroditica, v angl. literatuře označovaná jako ovotestis, GH) vybíhá 
ductus hermaphroditicus (angl. spermoviduct, DH). Ductus se postupně rozšiřuje 
v semenný váček (vesica seminalis), kde jsou uchovávány spermie. V místě zvaném 
carrefour se pohlavní cesty větví na samčí a samičí část. Zde také ústí vývod bílkovinné 
ţlázy (glandula albuminalis, GA). Samčí část pokračuje kanálkem (ductus spermaticus, 
spermduct), který postupně přechází v prostatu. Prostata je tvořena prstovitými 
výběţky, jejichţ mnoţství je rozdílné u různých druhů. Na prostatu navazuje různě 
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dlouhý vas deferens (VD), ústící do distalní phallotheky (penis sheet, PTd), ve které je 
uloţen penis. Na distální phallotheku navazuje phallotheka proximální (praeputium, 
PTp). Na rozhraní obou částí phallotheky je vytvořeno nápadné rozšíření, na které se 
upíná slabý zatahovač penisu (musculus retractor penis, MR). Samičí část začíná 
oviduktem (O), postupně přecházejícím v uterus (U). Na uterus navazuje krátká vagina 
(V). Z vaginy vychází truncus receptaculi (TR), postupně se rozšiřující v ampulla 
receptaculi (AR). Truncus spolu s ampullou vytváří bursu copulatrix (obr. 1). 
 
 
Obr. 1 – Obecné schéma pohlavní soustavy rodu Anisus (převzato a upraveno z HUDCE 
1967, popis a zkratky viz předchozí text). 
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4. Molekulární fylogenetika a taxonomie měkkýšů 
S  rozvojem molekulárních metod v posledních desetiletích se ke studiu fylogenetiky 
a taxonomie organismů začala vedle klasických metod pouţívat i analýza DNA. 
Vyuţívána je přitom jaderná i mitochondriální DNA. Obě se liší mutační rychlostí, 
která je vyšší u mitochondriální DNA. Ta proto obsahuje větší mnoţství rozdílů ve 
sloţení nukleotidů a z tohoto důvodu je vhodnější pro studie na niţších taxonomických 
úrovních (rody, druhy) (REMIGIO & HEBERT 2003). Naproti tomu jaderná DNA se 
jeví jako vhodnější pro studium vyšších taxonomických jednotek 
(WINNEPENNINCKX et al. 1996). 
Mitochondriální DNA je tvořena cirkulární molekulou o přibliţné velikosti 
16 000 párů bazí (WOLSTENHOLME 1992) s výjimkou některých zástupců ţahavců 
(BRIDGE et al. 1992). Obsahuje malé mnoţství nekódujících úseků a dědí se 
v mateřské linii (VALLES & BOORE 2006). V poslední době se stále zvyšuje počet 
kompletně přečtených mitochondriálních genomů. Zatímco v roce 2000 byl znám 
kompletní mitochondriální genom u pěti zástupců kmene Mollusca (KURABAYASHI 
& UESHIMA 2000), v roce 2006 to uţ bylo dvacet druhů (BANDYOPADHYAY et al. 
2006) a v současnosti je v databázi NCBI přístupný kompletní mitochondriální genom 
několika desítek druhů měkkýšů. Ze zástupců plicnatých plţů je k dispozici kompletní 
mitochondriální genom například druhu Cepaea nemoralis (TERRETT et al. 1996) 
nebo Biomphalaria glabrata (DeJONG et al. 2004). Genom plicnatých plţů se neliší od 
typického mitochondriálního genomu a obsahuje 37 genů, z toho 22 genů pro tRNA, 
13 genů pro proteiny uplatňující se v dýchacím řetězci a dva geny pro rRNA. 
V malakologických studiích se nicméně nepouţívá celý mitochondriální genom, ale 
pouze několik genů. Nejčastěji pouţívané jsou geny pro 12S rRNA, 16S rRNA, 
cytochrom b (Cytb) a cytochrom c oxidázu – podjednotku I (COI). 
Cytochrom c oxidáza – podjednotka I byla pro svou mezidruhovou variabilitu navrţena 
jako univerzální „čárový kód“ slouţící k identifikaci jednotlivých druhů 
(„DNA barcoding“, HEBERT et al. 2003). 
U měkkýšů se v taxonomických studiích často pouţívá kombinace genů 16S rRNA a 
COI (např. WETHINGTON & LYDEARD 2007). Tyto dva geny byly pouţity i v této 
studii. 
V poslední době se molekulární taxonomií a fylogenetikou čeledi Planorbidae 
zabývá několik autorů, kteří se ale většinou zabývají fylogenetickými vztahy pouze na 
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úrovni rodů, na niţších úrovních se řeší především taxonomické problémy druhů, které 
jsou významnými mezihostiteli parazitických motolic rodu Schistosoma (různí autoři, 
např. DeJONG et al. 2001, MORGAN et al. 2002, ALBRECHT et al. 2007, 
JØRGENSEN et al. 2007a, JØRGENSEN et al. 2007b, PLAM et al. 2008).  
Ovšem spoléhat pouze na metody molekulární taxonomie není zcela vhodné. 
JØRGENSEN et al. (2004) ve své práci na základě sekvenování DNA opět zařadil druh 
Acroloxus lacustris, řazený nově do samostatné čeledi Acroloxidae, do blízkosti 
přílipkovitých rodů Ferrissia a Ancylus z čeledi Planorbidae. Ale jak bylo ukázáno 
v práci WALTHER et al. (2006), jednalo se o chybu způsobenou pravděpodobně 
špatným určením druhu A. lacustris a jeho záměnou s druhem rodu Ferrissia. Ačkoliv 
je tedy analýza DNA silným nástrojem k řešení taxonomických problémů, měla by být i 
nadále vyuţívána spolu se znalostmi, přístupy a technikami tradiční taxonomie 
(TAUTZ et al. 2003). 
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5. Materiál a metodika 
5.1. Sběr a fixace materiálu 
Materiál byl sbírán v rozmezí let 2006 aţ 2010 z lokalit nacházejících se na území 
České republiky a Chorvatska (popis lokalit viz příloha 1). Na sběru se podílel autor 
práce (TZ), Luboš Beran (LB, Správa CHKO Kokořínsko) a Lucie Juřičková 
(LJ, Katedra zoologie PřF UK). 
Pro sběr byl pouţit běţný kuchyňský kovový cedník s průměrem ok 1 mm. 
Cedníkem byla propírána vegetace či sediment a jednotliví plţi poté z cedníku vybíráni 
manuálně. Poměrně hojně se také plţi vyskytovali na různých předmětech do vodního 
prostředí nepatřících (PET lahve, igelitové sáčky, plechovky od nápojů apod.), ze 
kterých byli sbíráni pomocí entomologické pinzety. V případě, ţe byla daná lokalita 
v době návštěvy vyschlá, byli zavíčkovaní estivující plţi sbíráni přímo ze země. Jedinci 
určení k analýze DNA byli před dalším pouţitím fixováni v 96% čistém ethanolu nebo 
byli pouţíváni ţiví jedinci přímo po dovezení z lokality. Jedinci, u kterých byla 
studována anatomie pohlavní soustavy a morfologie ulit, byli fixováni v 80% ethanolu. 
Získaní jedinci byli určeni do druhu. Spolehlivě se dařilo určit druhy A. vortex, 
A. vorticulus a A. septemgyratus, u druhů A. spirorbis a A. leucostoma nebylo v řadě 
případů jednoznačné určení na základě dosud uţívaných znaků moţné. Proto byli 
všichni jedinci pravděpodobně patřící do těchto dvou druhů zařazeni do kategorie 
„A. spirorbis/leucostoma“ a podrobeni detailnějším analýzám. 
Z jedinců druhů A. vortex, A. vorticulus a A. septemgyratus byla pouze izolována 
DNA. U jedinců řazených pracovně do skupiny „A. spirorbis/leucostoma“ byly ulity 
všech jedinců získaných z dané lokality pouţity ke studiu konchologických znaků, 
k pitvě byl pouţit co moţná největší počet jedinců. Všichni jedinci nebyli pouţiti, 
protoţe ne ve všech případech byli pitvaní jedinci pohlavně zralí a pohlavní orgány u 
nich nebyly vytvořeny, případně byl pitvaný jedinec během pitvy zničen.  
 
5.2. Izolace DNA 
Jedinci, ze kterých byla extrahována DNA za čerstva, byli poté opět fixováni 
v 96% ethanolu. Pro izolaci DNA byly zvoleny dva způsoby (v obou případech byla 
pouţita část tkáně z nohy plţe o velikosti přibliţně 1 aţ 2 mm3): 
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5.2.1. Izolace pomocí proteinázy K 
Před izolací DNA z materiálu fixovaného ethanolem byli jedinci promyti 
destilovanou vodou, aby došlo k vyplavení ethanolu. Pro extrakci byl pouţit H3-buffer 
(10 mM Tris-HCl, pH 8,3 při 25 °C, 0,05 M KCl, 0,005% Tween-20 a 0,005% NP-40; 
Replitherm Reaction Buffer, Biozym) a 15 µg proteinázy K (SCHWENK et al. 1998) o 
celkovém objemu 200 µl. Tkáň byla zhomogenizována a inkubována několik hodin 
(přes noc) ve vodní lázni o teplotě 56 °C.  Následně byly vzorky na 10 min. zahřáty na 
95 °C, aby došlo k denaturaci proteinázy. Před dalším pouţitím byly vzorky skladovány 
v mrazničce při teplotě -20 °C.  
 
5.2.2. Izolace pomocí komerčně dodávaného kitu 
Před izolací DNA nebyli vybraní jedinci nijak upravováni. Pro vlastní izolaci byl 
pouţit komerčně dodávaný DNeasy Tissue Kit (QIAGEN, Německo), postupovalo se 
dle návodu výrobce. Uvolněná DNA byla na závěr zachycena do pufru o objemu 
200 µl. Získané izoláty byly před dalším zpracováním uchovány v mrazničce (-20 °C). 
 
5.3. PCR a elektroforéza 
Pro analýzu vybrané mitochondriální geny pro 16S rRNA a COI byly amplifikovány 
podle protokolu, který pouţili  STEINKE et al. (2004).  
Reakční směs pro amplifikaci genu pro 16S rRNA měla celkový objem 25 μl a 
obsahovala 6 μl templátové DNA a dále přečištěnou vodu, 2,5 mM MgCl2, PCR Buffer, 
0,1 mM dNTP, dvojici primerů (0,2 µM) a 0,5 U Taq polymerázy. Reakční směs pro 
amplifikaci genu pro COI  měla celkový objem 35 μl a obsahovala 6 μl templátové DNA, 
přečištěnou vodu, 3 mM MgCl2, PCR Buffer, 0,17 mM dNTP, dvojici primerů 
(0,13 µM) a 1 U Taq polymerázy. Názvy a sekvence pouţitých primerů jsou zobrazeny 
v tab. 1. 
 
Tab. 1 – Použité primery. 
Gen Primer Sekvence Směr  Zdroj 
16S 16Sar-L 5´-CGGCCGCCTGTTTATCAAAAACAT-3´ F Palumbi et al. 1991 
  16Sbr-H 5´-GGAGCTCCGGTTTGAACTCAGATC-3´ R   
COI LCO1490 5´-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3´ F Folmer el al. 1994 
  HCO2198 5´-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3´ R   
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PCR reakce proběhla na iCycler Thermal Cycleru (BIO-RAD) a skládala se 
z následujících kroků: gen pro 16S rRNA: počáteční denaturace 90 ºC, 2,5 min; poté 
následovalo 10 cyklů: denaturace 92 ºC, 50 s; nasedání primerů (annealing) 44 ºC, 30 s; 
elongace 72 ºC, 40 s; 30 cyklů: denaturace 92 ºC, 30 s; annealing 48 ºC, 40 s; elongace 
72 ºC, 40 s; konečná elongace 72 ºC, 3 min; ochlazení a uchování při 10 ºC; gen pro 
COI: počáteční denaturace 94 ºC, 2,5 min; 40 cyklů: denaturace 90 ºC, 30 s; annealing 
48 ºC, 1 min; elongace 72 ºC, 1 min; konečná elongace 72 ºC, 10 min; ochlazení a 
uchování při 10 ºC.  
Kvalita PCR produktů byla zkontrolována elektroforézou na 1,5% agarozovém gelu. 
PCR produkty získané ze vzorků izolovaných pomocí proteinázy K byly před odesláním 
k sekvenaci přečištěny pomocí QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Německo), 
produkty ze vzorků izolovaných pomocí izolačního kitu byly purifikovány aţ 
v sekvenační laboratoři. Sekvenace PCR produktů (s pouţitím primerů 16Sar-L a 
LCO1490) byla provedena na kapilárních sekvenátorech ABI 3730XLs firmou 
Macrogen (Soul, Jiţní Korea). 
 
5.4. Analýza DNA  
Kvalita sekvencí zaslaných z firmy Macrogen byla zkontrolována v programu 
Chromas 2.33 (Technelysium Pty Ltd, Austrálie). Kromě nově získaných sekvencí bylo 
do analýzy zařazeno sedm sekvencí získaných z GenBank (pět pro 16S rRNA a dvě pro 
COI, seznam viz tab. 2). Pro srovnání mezidruhových divergencí bylo do analýz 
zařazeno i několik sekvencí zástupců rodu Gyraulus. Jako outgroup byly pouţity 
sekvence druhu Planorbis planorbis.  
Alignment sekvencí genu pro 16S rRNA byl vytvořen softwarem RCoffee 
(dostupným na stránce http://tcoffee.vital-it.ch), který je specializován na alignment 
RNA sekvencí s vyuţitím modelování dle sekundární struktury. Oblasti alignmentu 
s velkým mnoţstvím mezer, nevhodné pro další analýzy, byly identifikovány pomocí 
sluţby GBlocks server (http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html) a 
z alignmentu následně vyřazeny. Pro alignment sekvencí genu pro COI metodou 
ClustalW (THOMPSON et al. 1994) a následnou konstrukci dendrogramů byl pouţit 
program MEGA (TAMURA et al. 2007) ve verzích 4 a 5beta. Byl vytvořen společný 
alignment  obou genů (16S, COI) a následně pouţit pro konstrukci dendrogramů. 
Účelem této analýzy nebyla přesná rekonstrukce fylogenetických vztahů v rámci rodu 
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Anisus. Hlavním cílem bylo srovnání populací obývajících území ČR, zjištění, kolik 
linií se na našem území vyskytuje, a roztřídění jedinců zařazených do skupiny 
„A. spirorbis/leucostoma“ do geneticky definovaných skupin, mezi nimiţ byly 
srovnávány anatomické a konchologické znaky. Výstupy z analýz sekvenčních dat 
v této práci je tudíţ nutno povaţovat pouze za hrubý náhled na diverzitu skupiny na 
území ČR pro podporu morfologických analýz. 
Sumární dendrogram pouţitý pro zobrazení variability v rámci linií rodu Anisus byl 
vytvořen pomocí metody Maximum Likelihood zaloţené na modelu GTR+I+G. 
Hodnota Bootstrap vyjadřující statistickou podporu jednotlivých větví byla nastavena na 
1000 opakování. Při tvorbě dendrogramu byly vyuţity i oblasti s insercemi/delecemi 
(volba use all sites). Tentýţ alignment byl pouţit i pro konstrukci dendrogramu 
metodou Neighbor-Joining. Parametry byly nastaveny jako v případě samostatných 
alignmentů pro oba geny (viz níţe).  
Dále byly vytvořeny výše uvedeným způsobem dva alignmenty pro kaţdý gen 
zvlášť. K alignmentu genu pro COI byla přidána sekvence A. spirorbis z GenBank (viz 
tab. 2) a sekvence druhů z lokalit, ze kterých se nepodařilo získat kvalitní PCR produkt 
genu pro 16S rRNA. Dendrogramy byly konstruovány metodou Neighbor-Joining. Pro 
výpočet evolučních vzdáleností byla pouţita volba Maximum Composite Likelihood 
(TAMURA et al. 2004). Hodnota Bootstrap byla nastavena na 5000 opakování. 
Inserce/delece byly z analýzy vyřazeny (volba pairwise deletion). 
 
Tab. 2 – Sekvence z GenBank. 
  Kód GenBank     
Druh 16S COI Zdroj 
A. leucostoma AY577477 - Jørgensen et al. 2004 
A. spirorbis - EF012165 Albrecht et al. 2007 
A. vortex AY577478 - Jørgensen et al. 2004 
G. parvus EU038347 - Wethington & Lydeard 2007 
G. crista AY577479 - Jørgensen et al. 2004 
P. planorbis EF489315 EF012175 Klussmann-Kolb et al. 2008 
 
5.5. Anatomie pohlavního systému 
Jedinci určení k pitvě byli fixováni v 80% ethanolu. Vlastní pitva probíhala v Petriho 
misce s vodou za pouţití stereolupy Olympus SZX 9 doplněné digitálním fotoaparátem. 
Při pitvě jsem se zaměřil na studium samčí části pohlavního systému (konkrétně penisu 
a prostaty), ostatní části studovány nebyly.  
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Získané neporušené penisy byly vyfotografovány a další analýza resp. jejich měření 
bylo provedeno pomocí programu ImageTool (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). 
Byly změřeny relativní vzdálenosti distální phallotheky a praeputia (způsob měření viz 
obr. 2) a poté spočítán podíl.  
  
 
Obr. 2 – Měřené vzdálenosti na penisu rodu Anisus,1 – délka distální phallotheky, 2 – délka 
praeputia, 3 – vas deferens, 4 – musculus retractor. 
 
Prostata byla vypreparována spolu s částí uteru (pokud to bylo moţné, byly od sebe 
obě části odděleny) a poté spočítán počet prstovitých výběţků (obr. 3). 
 
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 3 – Detail prostaty spolu s uterem (vlevo) a samostatná prostata po oddělení uteru 
(vpravo). 
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5.6. Morfologie ulit 
Ulity byly rozděleny podle velikosti do tří věkových skupin (do 3 mm, 3-5 mm, 
nad 5 mm). Na ulitách byl zjišťován počet závitů, přítomnost kýlu po obvodu a poměr 
poslední/předposlední závit. K přesnému změření relativní velikosti posledního a 
předposledního závitu byl pouţit program ImageTool a ze získaných hodnot spočítán 
podíl. Způsob měření je zobrazen na obr. 4. 
 
 
Obr. 4 – Způsob měření velikosti posledního (1) a předposledního (2) závitu. 
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6. Výsledky 
6.1. Sběr a fixace materiálu 
Získány a zpracovány byly vzorky ze 44 lokalit nacházejících se na území ČR a z 
jedné lokality z Chorvatska. Počet odebraných jedinců se lišil podle druhu. U druhů 
A. vortex, A. vorticulus a A. septemgyratus byl odebrán pouze minimální počet jedinců 
nutný k izolaci DNA. Morfologie ulit a anatomie pohlavního systému u těchto druhů 
studována nebyla. U druhů A. spirorbis/A. leucostoma záleţelo mnoţství odebraných 
jedinců na poměrech na dané lokalitě. Přehled viz tab. 3.   
 
Tab. 3 – Počet odebraných jedinců (ncelk.=694). 
Druh Lokalita n Druh Lokalita n 
A. spirorbis Janův Hrad 90 A. leucostoma Nová Ves n. L. 90 
A. leuc/spir Břežany n. O. 9 A. leuc/spir L. Bohdaneč 4 
A. leuc/spir Budyně n. O. 28 A. leuc/spir Lanžhot 3 
A. leuc/spir H. Jelení 2 A. leuc/spir Lednice 5 
A. leuc/spir H. Rohozec 17 A. leuc/spir Libický Luh 39 
A. leuc/spir Halenkov 17 A. leuc/spir Mor. Písek 3 
A. leuc/spir Horka n. M. 16 A. leuc/spir Nejdek 28 
A. leuc/spir Chorv. (Omiš) 3 A. leuc/spir Nosálov 34 
A. leuc/spir Jabkenice 7 A. leuc/spir Pl. Loučky 4 
A. leuc/spir Jistebník 38 A. leuc/spir Pohansko 6 
A. leuc/spir Kančí Obora 58 A. leuc/spir Sruby 14 
A. leuc/spir Kly 33 A. leuc/spir Stud. (r. Kačák) 6 
A. leuc/spir Kněžičky 12 A. leuc/spir Stud. (r. Kotvice) 9 
A. leuc/spir Kolesa 35 A. leuc/spir Trusnov 22 
A. leuc/spir Košatka 32 A. leuc/spir Třebovice 2 
A. leuc/spir Kynšperk n. O. 13 A. leuc/spir Zbraň (Žeh. r.) 15 
 
6.2. Analýza DNA 
Pro společný alignment bylo pouţito 38 sekvencí genu 16S rRNA (u druhů 
A. septemgyratus a A. vorticulus 2 sekvence z různých jedinců z jedné lokality, dále dvě 
sekvence z lokality Libický luh druhu A. spirorbis/leucostoma), doplněno bylo 
30 sekvencí genu COI a 6 sekvencí z GenBank (viz tab. 2, kap. 5.4). Dendrogram 
vytvořený metodou Maximum Likelihood, který ukazuje počet a divergenci linií 
v rámci rodu Anisus, je zobrazen na obr. 5. Za referenční populaci pro druh 
A. leucostoma  byla zvolena populace z lokality Nová Ves nad Luţnicí. Jedinci z této 
lokality vykazovali konchologické znaky z původního popisu (MILLET 1813) a 
nadmořská výška lokality (nad 450 m n. m.) naznačovala, ţe se bude jednat o druh 
A. leucostoma, protoţe A. spirorbis je svým výskytem vázaný na výrazně niţší 
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nadmořské výšky (viz kap. 3).  Podobně byla pro druh A. spirorbis zvolena referenční 
lokalita Janův Hrad.  
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A. leucostoma
A. septemgyratus
A. spirorbis
G. albus
G. parvus
A. vorticulus
G. crista
A. vortex
Outgroup
Libický Luh
Plané  Loučky
Hrubý Rohozec
Horní Jelení
Trusnov 
Libický Luh1
Nová Ves n. L.
Chorvatsko (Omiš)
Sruby
A. leucostoma AY577477
Studénka (r. Kačák) 
Jistebník
Kolesa
Lázně Bohdaneč
Kly
Halenkov
Kančí Obora
Kančí Obora1
Břežany n. O.
Košatka
Lednice 
Jabkenice
Lanžhot
Kněžičky
Zbraň
Kančí Obora
Nejdek
Moravský Písek
Janův Hrad
Nová Ves n. L.
Spořice
Lahošť
G. parvus EU038347
Nejdek1
Nejdek
G. crista AY577479
Mariánské Radčice
A. vortex AY577478
Nejdek
Praha Hostivař
Pustějov
Studénka (r. Kačák)
P. planorbis EF489315 EF012175
87/91
100/100
97/96
83
91
91
100/100
68
99/80
99/100
52/-
99
92
94/
97
99/100
80/61
91/81
69
92/64
97/98
100/100
100/100
96/93
67
87/-
0,02
 
Obr. 5 – Dendrogram společného alignmentu části genů pro 16S rRNA a COI analyzovaných 
druhů rodu Anisus. Zástupci v současnosti řazení do blízce příbuzného rodu Gyraulus jsou 
zařazeni pro srovnání mezidruhových divergencí, Planorbis planorbis slouží jako outgroup . 
Čísla za názvem sekvence označují kód sekvence v GenBank. Čísla u jednotlivých větví 
vyjadřují hodnotu Bootstrap (před lomítkem Maximum Likelihood/za lomítkem Neighbor-Joining, 
hodnoty nižší než 50 % nejsou zobrazeny). 
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Jedinci z lokalit Janův Hrad a Nová Ves nad Luţnicí určení jako A. spirorbis a 
A. leucostoma se zařadili do dvou dobře oddělených linií, jeţ dále povaţuji za příslušné 
druhy. Oba druhy měly průměrnou mezidruhovou divergenci sekvencí u genu pro 
16S rRNA 8,6 %, u genu pro COI 10,8 %. Průměrná vnitrodruhová divergence sekvencí 
druhu A. spirorbis je u genu pro 16S rRNA 0,2 %, u genu pro COI 0,4 %.  U druhu 
A.leucostoma je průměrná divergence sekvencí vyšší (2,9 % u genu pro 16S rRNA; 
3,9 % u genu pro COI). 
Dále byla spočítána mezidruhová divergence v sekvencích jednotlivých linií 
zařazovaných do rodu Anisus a Gyraulus. U genu pro 16S rRNA se divergence 
pohybovala v rozmezí 6,2 aţ 16,2 %, u genu pro COI v rozmezí 9,2 aţ 14 % (podrobné 
výsledky viz tab. 4).  
Pro druhy A. leucostoma a A. spirorbis byla spočítána vnitrodruhová divergence 
v sekvencích populací jednotlivých lokalit. Jedinci určení jako A. spirorbis tvoří 
homogenní skupinu, variabilita sekvencí se pohybuje v rozmezí 0 aţ 0,6 % u genu pro 
16S rRNA a 0 aţ 1,6 % u genu pro COI. A. leucostoma vytváří skupinu heterogennější, 
variabilita sekvencí se pohybuje v rozmezí 0 aţ 4,5 % (16S rRNA) a 0 aţ 7,5 % (COI). 
Nejvyšší odlišnost vykazuje sekvence genu pro COI populace z lokality Halenkov 
(rozmezí 5,7 aţ 7,5 %). Divergence mezi jedinci řazenými do příslušného druhu byla 
vţdy niţší neţ divergence mezidruhová, a to i v případě jedince A. leucostoma z lokality 
Halenkov. 
Alignment genu 16S byl vytvořen ze 43 sekvencí (5 sekvencí z GenBank, tab. 2), 
alignment genu COI z  34 sekvencí (2 sekvence z GenBank, tab. 2). Dendrogramy 
zkonstruované metodou Neighbor-Joining (příloha 2, 3) potvrzují rozdělení A. spirorbis 
a A. leucostoma a byly pouţity pro určení jedinců z několika lokalit, pro které nebyly 
k dispozici sekvence obou genů.  
 Zástupci rodu Gyraulus vytvořili ve výsledných dendrogramech několik 
samostatných linií zanořených mezi druhy rodu Anisus. 
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Tab. 4 –  Mezidruhové divergence genů pro 16S rRNA (červeně) a COI (černě) jednotlivých 
linií (Kimura 2-parameter distance). Ve sloupcích označených 16S a COI je uvedena průměrná 
variabilita sekvencí uvnitř jednotlivých linií. Variabilita nebyla počítána v poli označeném n/c, 
vzhledem k tomu, že do analýz byla zařazena pouze jedna sekvence daného druhu. 
  Druh 1 2 3 4 5 6 7 8 16S COI 
1 A. leucostoma   0,106 0,092 0,110 0,128 0,118 - - 0,029 0,039 
2 A. spirorbis 0,081   0,108 0,130 0,140 0,127 - - 0,002 0,004 
3 A. septemgyratus 0,062 0,066   0,121 0,123 0,128 - - 0,000 0,000 
4 A. vortex 0,110 0,125 0,091   0,131 0,129 - - 0,011 0,007 
5 A. vorticulus 0,093 0,105 0,087 0,112   0,132 - - 0,010 n/c 
6 G. albus 0,089 0,094 0,075 0,086 0,080   - - 0,003 0,000 
7 G. crista 0,145 0,133 0,120 0,162 0,120 0,130   - 0,012 - 
8 G. parvus/laevis 0,113 0,095 0,086 0,133 0,079 0,113 0,139   0,022 - 
 
 
Na základě analýzy DNA byly poté jednotlivé populace přiřazeny k jednomu z druhů 
A. spirorbis nebo A. leucostoma (viz tab. 5).  
 
Tab. 5 – Určení jedinců zařazených do skupiny Anisus spirorbis/leucostoma na základě 
analýzy DNA. 
Lokalita Druh (DNA) Lokalita Druh (DNA) 
Břežany n. O. A. spirorbis Chorvatsko (Omiš) A. leucostoma 
Jabkenice A. spirorbis Jistebník A. leucostoma 
Janův Hrad A. spirorbis Kly A. leucostoma 
Kančí Obora A. spirorbis Kolesa A. leucostoma 
Kněžičky A. spirorbis Kynšperk n. O. A. leucostoma 
Košatka A. spirorbis L. Bohdaneč A. leucostoma 
Lanžhot A. spirorbis Libický Luh A. leucostoma 
Lednice A. spirorbis Nová Ves n. Lužnicí A. leucostoma 
Mor. Písek A. spirorbis Pl. Loučky A. leucostoma 
Nejdek A. spirorbis Sruby A. leucostoma 
Zbraň (Žeh. r.) A. spirorbis Studénka (r. Kačák) A. leucostoma 
H. Jelení A. leucostoma Trusnov A. leucostoma 
H. Rohozec A. leucostoma Třebovice A. leucostoma 
Halenkov A. leucostoma - - 
 
6.3. Anatomie pohlavního systému 
Pitváno bylo celkem 134 jedinců. U všech byl změřen poměr délky distální 
phallotheky a praeputia (80 A. leucostoma, 54 A. spirorbis), počet výběţků prostaty byl 
spočítán u 124 jedinců (73 A. leucostoma, 51 A. spirorbis).  
Poměr phallotheky a praeputia byl v rámci obou druhů variabilní a pohyboval se 
v rozmezí 1:1 aţ 2:1. K rozlišení obou druhů jej nelze pouţít. 
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Počet prstovitých výběţků prostaty se pohyboval u druhu A. leucostoma v rozmezí 
13 aţ 27, u A. spirorbis v rozmezí 11 aţ 17. Tyto počty se sice u obou druhů průkazně 
liší, přesto je však nejde k jejich rozlišení pouţít vţdy. Výsledky jsou zobrazeny na obr. 
6 a 7. 
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Obr. 6 – Srovnání poměru distální phallotheky a praeputia druhů A. spirorbis a A. leucostoma. 
 
 
                           A. spirorbis              A. leucostoma 
0
5
10
15
20
25
30
 
Obr. 7 – Srovnání počtu výběžků prostaty druhů A. leucostoma a A. spirorbis. 
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6.4. Morfologie ulit 
Na ulitách byly zjišťovány tři znaky: počet závitů, přítomnost kýlu na obvodu ulity a 
poměr posledního a předposledního závitu.  
Počet závitů se pohyboval v rozmezí 4,5 aţ 5,5 u druhu A. spirorbis a 5 aţ 6,5 u 
druhu A. leucostoma.  
Po obvodu ulity se někdy mohl vyskytnout náznak hrany a to jak u A. spirorbis, tak i 
u A. leucostoma, v mnoha případech ale jakýkoliv náznak hrany u obou druhů zcela 
chyběl a mnohdy bylo těţké rozhodnout, zda uţ se jedná o náznak hrany nebo ne. 
Poměr posledního a předposledního závitu byl změřen celkem u 694 ulit. Medián 
činil u druhu A. spirorbis ve skupině ulit do velikosti 3 mm 2,24, ve skupině 3 aţ 5 mm 
2,10 a ve skupině nad 5 mm 1,98. U druhu A. leucostoma byly zjištěny hodnoty 
mediánu 1,71, 1,69 a 1,54. Výsledky jsou zobrazeny na následujícím obr. 8. 
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pod 3 mm 3 až 5 mm nad 5 mm pod 3 mm 3 až 5 mm nad 5 mm
 
Min   1,16   1,70     1,60      1,12      1,24           1,17 
Q1   2,07   1,98     1,88      1,60      1,56           1,43 
Median   2,24   2,10     1,98      1,71      1,69           1,54 
Q3   2,46   2,24     2,08      1,88      1,82           1,69 
Max   3,06   3,03     2,19      2,42      2,35           2,19 
IQR   0,40   0,26     0,20      0,28      0,26           0,26 
 
Obr. 8 – Poměr velikosti posledního a předposledního závitu. Na ose X jednotlivé velikostní 
kategorie ulit, na ose Y poměr velikosti posledního a předposledního závitu. 
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7. Diskuse 
7.1. Analýza DNA 
V rámci rodu Anisus stále přetrvávají pochybnosti o validitě jednotlivých druhů, 
především v rámci podrodu Anisus s. str. (GLÖER & ZETTLER 2005). Proto byli do 
analýz DNA zahrnuti zástupci všech v současnosti uznávaných druhů rodu Anisus 
vyskytujících se na území České republiky, respektive střední Evropy. Podle mých 
současných znalostí je toto první studie, ve které jsou z genetického hlediska srovnáni 
všichni zástupci rodu.  
Analýza DNA, jejímţ cílem nebyla přesná rekonstrukce fylogenetických vztahů 
v rámci rodu Anisus, ukázala, ţe všech pět v současnosti uznávaných druhů 
vyskytujících se na našem území tvoří samostatné linie. Mezidruhová divergence 
sekvencí se pohybuje v rozmezí 6,2 aţ 12,5 % u genu pro 16S rRNA a 9,2 aţ 14 % u 
genu pro COI. Podobné výsledky podávají studie provedené na jiných skupinách 
plicnatých plţů, a to jak u genu pro 16S rRNA (PINCEEL et al. 2004), tak i u genu pro 
COI (PFENNINGER et al. 2005). 
Vnitrodruhová divergence sekvencí jedinců určených jako A. spirorbis se pohybuje 
v rozmezí 0 aţ 0,6 % u genu pro 16S rRNA (průměr 0,2 %) a 0 aţ 1,6 % u genu pro 
COI (průměr 0,4 %). Zjištěné hodnoty naznačují, ţe jedinci ze studovaných lokalit tvoří 
jeden druh. 
Otázkou zůstává větší vnitrodruhová divergence sekvencí jedinců určených jako 
A. leucostoma, která se pohybuje u genu pro 16S rRNA v rozmezí 0 aţ 4,5 % (průměr 
2,9 %), u genu pro COI v rozmezí 0 aţ 7,5 % (průměr 3,9 %). Například 
THOMAZ et al. (1996) ale uvádí míru vnitrodruhové divergence u plicnatých plţů aţ 
20 %. Vysoké hodnoty vnitrodruhové divergence mohou být důkazem, ţe se jedná o 
zvýšení rychlosti evoluce mitochondriální DNA (CHIBA 1999). V případě tohoto druhu 
ale nebylo vytvořeno několik oddělených skupin, které by vykazovaly vysokou mezi- a 
nízkou vnitroskupinovou variabilitu. Jedná se tak pravděpodobně o celkově více 
diverzifikovaný taxon, v rámci kterého by se těţko vymezovalo, která linie je jiţ 
významně oddělená od ostatních. Tomu nasvědčuje i větší ekologická valence tohoto 
taxonu ve srovnání s ostatními zástupci rodu (BERAN 2002). Výjimku by mohla tvořit 
pouze populace z lokality Halenkov. Tuto skutečnost bude potřeba ověřit dalším 
studiem. 
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Do analýz DNA byly zařazeny i sekvence druhů G. crista, G. albus a 
G. parvus/laevis. Nálezy z okruhu G. parvus/laevis na našem území byly donedávna 
označovány jako druh G. laevis. Nicméně v posledních desetiletích se udává, ţe byl ze 
Severní Ameriky do Evropy zavlečen druh G. parvus (GLÖER & MEIER-
BROOK 2003). První nález tohoto druhu z našeho území pochází ze severních Čech 
z roku 1999 (BERAN & HORSÁK 2002b). Oba tyto druhy jsou podle konchologických 
znaků prakticky nerozlišitelné, MEIER-BROOK (1983) uvádí pouze malé rozdíly 
v anatomii pohlavních orgánů a v charakteristice biotopů, které tyto druhy obývají (u 
druhu G. parvus více euryekní charakter). Otázkou stále zůstává, zda se jedná o 
samostatné druhy nebo zda došlo ke dvěma časově odděleným invazím ze Severní 
Ameriky do Evropy. Proto je materiál pouţitý v této práci označován jako 
G. parvus/laevis.  
Nejvyšší míru mezidruhové divergence sekvencí (12 aţ 16,2 % u genu pro 
16S rRNA) vykazoval druh G. crista. Tento druh byl dříve řazen do samostatného rodu 
Armiger díky odlišnostem v morfologii ulit (po obvodu ulity jsou vytvořena výrazná 
ţebra), nicméně díky podobné anatomii pohlavní soustavy byl přeřazen do rodu 
Gyraulus (MEIER-BROOK 1983). U druhů G. albus a G. parvus/laevis je mezidruhová 
divergence sekvencí o něco niţší (7,5 aţ 13,9 % u genu pro 16S rRNA a 11,8 aţ 13,2 % 
u genu pro COI) a oba druhy tvořily samostatné linie zanořené mezi druhy rodu Anisus. 
Oba rody vykazují podobné znaky v anatomii pohlavní soustavy i znaky konchologické, 
proto uţ HUBENDICK (1955, 1957) pochyboval, zda se jedná o dva samostatné rody. 
Moje výsledky dávají předběţně jeho názorům za pravdu. Tato skutečnost bude 
potřebovat další ověření.  
 
7.2. Anatomie a morfologie 
Jednotlivé druhy byly doposud rozlišovány na základě konchologických znaků, 
nicméně mezi jednotlivými druhy se ne vţdy dají vymezit přesné hranice, především u 
druhů A. spirorbis a A. leucostoma (ANDERSON 2005). Řada autorů navíc uvádí, ţe 
populace jednotlivých druhů se mohou vyskytovat společně a ţe mezi jednotlivými 
druhy se vyskytují přechodné formy (např. LOŢEK 1956, HUDEC 1967). 
K přesnějšímu rozlišení jednotlivých druhů se proto pouţívaly znaky v anatomii 
pohlavní soustavy, především poměr délky distální phallotheky a praeputia 
(BAKER 1945, HUBENDICK 1955, HUDEC 1967) a počet prstovitých výběţků 
prostaty (BAKER 1945, GLÖER & MEIER-BROOK 2008). Nicméně i u těchto znaků 
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se v jednotlivých studiích vyskytují značné rozdíly, případně uváděné hodnoty nejsou 
zcela přesné. 
BAKER (1945) ve svém díle uvádí u druhů A. spirorbis a A. vortex délku distální 
phallotheky asi 2krát delší neţ praeputium, o ostatních druzích se nezmiňuje. Podrobně 
se anatomií pohlavního systému rodu Anisus zabýval HUDEC (1967). Za hlavní znaky, 
na jejichţ základě rozlišoval jednotlivé druhy, povaţoval právě poměr délky distální 
phallothecy a praeputia a počet prstovitých výběţků prostaty. U druhu A. spirorbis 
uvádí poměr 2:1, u A. leucostoma a A. septemgyratus 1:1, u druhů A. vortex a 
A. vorticulus přibliţně 1,5:1. Na základě svých výsledků dospěl k závěrům, ţe druhy 
A. spirorbis a A. leucostoma se dají vţdy bezpečně určit na základě anatomických znaků 
i v případech, kdy dochází ke sblíţení ve znacích konchologických. Druh 
A. septemgyratus povaţoval pouze za poddruh A. leucostoma. V pozdějších pracích jsou 
však jeho výsledky zpochybňovány (BERAN & HORSÁK 2002a, GLÖER & MEIER-
BROOK 2008). 
Anatomií pohlavního systému druhu A. septemgyratus se zabývali také 
BERAN & HORSÁK (2002a). Jimi zjištěný poměr phallotheky a praeputia 2:1 se liší 
od Hudcových výsledků a odpovídá poměru u A. spirorbis, nikoliv poměru u 
A. leucostoma. V Hudcově práci ale nebylo popsáno, jakým způsobem byly jednotlivé 
exempláře, které byly pouţity k pitvě, fixovány a zda byla pouţita nějaká relaxační 
činidla k uvolnění měkkých tkání. Vlivem různých fixačních a relaxačních technik, 
které by mohly ovlivnit charakter anatomických znaků, se zabýval MEIER-BROOK 
(1976). Ke svému studiu pouţil druh Planorbis intermixtus, ale jeho výsledky by se 
pravděpodobně daly aplikovat i na ostatní zástupce čeledi. Dospěl k závěru, ţe jediným 
orgánem, který díky různým fixačním technikám mění svou délku, je právě praeputium. 
Je tedy moţné, ţe díky pouţití různých fixačních technik se závěry obou prací liší. 
Skutečnost zda různé fixační techniky mají na délku praeputia vliv, nebyla v této 
diplomové práci ověřována vzhledem k tomu, ţe mnou zjištěné poměry byly u 
pitvaných jedinců fixovaných stejným způsobem variabilní a pohybovaly se v rámci 
obou studovaných druhů A. spirorbis a A. leucostoma shodně mezi 1:1 a 2:1.  
Výsledky Hudcovy práce jsou zpochybněny i v další studii. GLÖER & MEIER-
BROOK (2008) uvádějí, ţe poměr délky distální phallotheky a praeputia je u druhů 
A. spirorbis, A. leucostoma a A. septemgyratus variabilní a k determinaci proto 
nevhodný. Za znak, který se k určení jednotlivých druhů dá pouţít, proto navrhují počet 
výběţků prostaty.  
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Nicméně i v počtu výběţků prostaty jsou v různých studiích značné rozdíly. 
BAKER (1945) uvádí u A. spirorbis kolem 20ti výběţků, u A. leucostoma nad 20, u 
A. septemgyratus 57 a u A. vortex kolem 60ti výběţků. U Hudce se počty pohybují 
v rozmezí 15 aţ 35 u A. spirorbis, 10 aţ 50 u A. leucostoma, 50 aţ 80 u 
A. septemgyratus a A. vortex. U A. vorticulus Hudec uvádí o něco vyšší počet výběţků 
neţ u A. vortex. V počtu výběţků u jednotlivých druhů neexistuje ostrá hranice a 
k determinaci proto tento znak není podle Hudce vhodný. Naproti tomu ve studii Glöera 
s Meier-Brookem (2008) se počty výběţků pohybují mezi 10 aţ 15 u A. spirorbis a 
30 aţ 50 u A. septemgyratus. U A. leucostoma je ve výsledcích uvedeno rozmezí 
20 aţ 25 výběţků, ale v tabulce v rámci diskuse je toto rozmezí 18 aţ 22. Z jakého 
důvodu se obě hodnoty liší, diskutováno není a je tedy moţné, ţe se jedná například o 
překlep. Tento znak Glöer s Meier-Brookem povaţují za vhodný k determinaci i 
v případech, kdy se nedají spolehlivě pouţít konchologické znaky. 
Moje výsledky, které vycházejí z mnohem reprezentativnějšího materiálu, neţ jaký 
pouţívaly dosavadní studie, ukazují, ţe poměr distální phallotheky a praeputia je u 
druhů A. spirorbis a A. leucostoma variabilní, u obou druhů se pohybuje v rozmezí 1:1 a 
2:1 a k determinaci je tedy nevhodný. Potvrdily se tak závěry Glöera s Meier-Brookem. 
V počtu výběţků prostaty se ale moje výsledky liší. Mnou zjištěný počet se pohyboval 
mezi 11 aţ 17 u A. spirorbis a 13 aţ 27 u A. leucostoma. Obecně se dá říci, ţe u druhu 
A. spirorbis je počet výběţků průkazně niţší, nicméně mezi oběma druhy neexistuje 
v počtu výběţků ostrá hranice a tento znak se proto k determinaci jednotlivých druhů 
pouţít nedá. Prostata navíc těsně přiléhá k uteru a kopíruje jeho záhyby, ze kterých je 
v mnoha případech jen velmi těţko oddělitelná a počet výběţků je těţko spočitatelný. 
Obecně se jedná o velmi pracnou determinační metodu, vyţadující delší zacvičení 
determinátora. 
Z předchozích odstavců je zřejmé, ţe znaky v anatomii pohlavní soustavy, které byly 
nebo jsou pouţívány k determinaci jednotlivých druhů, nejsou pro svou variabilitu či 
neexistenci ostré hranice mezi jednotlivými druhy zcela vhodné. Bylo tedy nutné 
pokusit se najít jiné znaky, které by se daly pouţít k rutinní determinaci. V dalším 
studiu jsem se proto zaměřil na znaky konchologické. 
Druhy A. vortex, A. vorticulus a A. septemgyratus jsou podle konchologických 
znaků, uváděných v literatuře (např. LAJOS 1943, LOŢEK 1956, PIECHOCKI 1979, 
BERAN 1998a, GLÖER & MEIER-BROOK 2008) bezpečně rozpoznatelné. 
Rozlišujícími znaky jsou především přítomnost hrany po obvodu ulity, počet závitů a 
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velikost ulity. U druhů A. vortex a A. vorticulus je po obvodu ulity přítomná ostrá hrana, 
přičemţ u A. vortex se nachází na spodní straně ulity, u A. vorticulus je posunuta 
směrem ke středu ulity. Počet závitů u A. vortex se pohybuje v rozmezí 6,5 aţ 7 u 
A. vorticulus je závitů 5 aţ 5,5. Významný je také rozdíl ve velikosti ulit. Zatímco u 
A. vortex můţe maximální velikost ulity dosahovat aţ 10 mm, u A. vorticulus je to 
maximálně 5 aţ 6 mm, výška ulity pak nepřesahuje 1 mm. U druhu A. septemgyratus se 
na spodní straně ulity hrana také můţe vyskytovat, ale tento druh se od druhů 
A. spirorbis a A. leucostoma, u kterých hrana také můţe být přítomna, liší nápadně 
větším počtem závitů, kterých je 7 aţ 8 a zároveň výška ulity je maximálně 1 mm.  
Druhy A. spirorbis a A. leucostoma však není podle znaků uváděných v literatuře 
vţdy moţné bezpečně odlišit. Oba druhy mohou navíc tvořit přechodné morfologické 
formy (LOŢEK 1956, HUDEC 1967, GLÖER & MEIER-BROOK 2008, BERAN pers. 
comm.). Za znaky slouţící k identifikaci obou druhů byla povaţována (podobně jako u 
předchozích tří druhů) hrana po obvodu ulity a počet závitů. Nicméně hrana u druhů A. 
spirorbis a A. leucostoma je, na rozdíl od druhů A. vortex a A. vorticulus, tupá aţ 
nezřetelná a pokud se na ulitě vyskytuje, je to vţdy na spodní straně. Jak vyplývá 
z mých výsledků, hrana můţe být přítomna u obou druhů a tím tento znak ztrácí 
rozlišovací hodnotu. Počet závitů se pohyboval u A. spirorbis mezi 4,5 aţ 5,5 závitu a u 
A. leucostoma mezi 5 aţ 6,5 závitu. Tyto výsledky se v zásadě shodují s údaji 
uváděnými v určovacích klíčích (např. LAJOS 1943, ŢADIN 1952, LOŢEK 1956, 
PIECHOCKI 1979, GROSSU 1987). Dalším konchologickým znakem vyuţívaným 
k determinaci obou druhů je velikost posledního a předposledního závitu. Pokud se 
jedná o typické zástupce druhu (viz obr. 9), jsou oba druhy bezpečně determinovatelné. 
U druhu A. spirorbis je poslední závit výrazně širší neţ předposlední. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 9 – Typičtí zástupci dvou obtížně rozlišitelných druhů rodu Anisus. Vlevo A. spirorbis 
(Janův Hrad), vpravo A. leucostoma (Nová Ves nad Lužnicí). Zvětšeno 8×. 
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V případech, kdy se takto oba druhy determinovat nedají, se ukázalo vhodnou 
metodou k determinaci přesné změření velikosti posledního a předposledního závitů a 
spočítání poměru. Medián se u obou druhů v rámci jednotlivých velikostních skupin ulit 
výrazně liší (viz kap. 6.4). I v případě druhu A. leucostoma, který tvořil geneticky 
diverzifikovanější skupinu neţ druh A. spirorbis, se daly jednotlivé populace bezpečně 
určit podle šířky posledního závitu.  
Na příkladu této diplomové práce lze demonstrovat vhodnost kombinace 
molekulárních a morfologických metod při řešení taxonomických problémů. Jak jiţ 
bylo zmíněno, taxonomický statut druhů A. leucostoma a A. spirorbis byl nejasný. 
Dosud publikované práce vycházející pouze z morfologických či pouze z molekulárních 
dat tak mohly vézt k nepřesným výsledkům. Příkladem můţe být opět práce 
HUDCE (1967). Populace z lokality Kolesa byla v jeho práci označena jako druh 
A. spirorbis, nicméně analýza DNA prokázala, ţe se jedná o druh A. leucostoma. Toto 
nepřesné určení druhu tak mohlo přispět k chybným výsledkům v jeho práci. Moje 
analýza, ve které byly kombinovány znaky molekulární a morfologické, jasně ukázala, 
ţe se jedná o druh A. leucostoma. Molekulárně identifikovaní jedinci A. leucostoma byli 
následně bezpečně rozlišení podle mnou nově stanovených konchologických znaků. 
Jiným příkladem můţe být práce ALBRECHTA et al. (2007). Ve své práci zařadil do 
analýzy DNA sekvenci druhu označeného jako A. spirorbis. Nicméně po zařazení této 
sekvence do mých analýz se ukázalo, ţe se jedná o druh A. leucostoma (viz příloha 3). 
Je proto pravděpodobné, ţe k druhu A. leucostoma by se dal tento druh zařadit i na 
základě konchologických znaků vycházejících z této práce. Můj postup se ukázal jako 
vhodnější. Byl vytvořen soubor molekulárních znaků, který prokázal, ţe druhy 
A. spirorbis a A. leucostoma tvoří samostatné linie. Poté jsem zrevidoval morfologické a 
anatomické znaky obou těchto linií a snaţil se nalézt takové znaky, které by se daly 
pouţít k jednoznačné identifikaci obou druhů. 
Rod Anisus je významný především z hlediska ochrany přírody. Na našem území je 
zastoupen pěti druhy, z nichţ dva (A. vorticulus, A. septemgyratus) patří mezi druhy 
kriticky ohroţené (BERAN et al. 2005) a A. vorticulus je chráněn i systémem 
NATURA 2000. Zbývající druhy se na našem území vyskytují běţněji, i kdyţ zůstává 
A. spirorbis taxonem uváděným jako typický citlivý druh periodických vod. Revizí 
rodu, srovnáním jednotlivých linií z genetického hlediska a následným definováním 
znaků vhodných k jednoznačné determinaci všech druhů jsem tak vytvořil i praktickou 
pomůcku pro pracovníky ochrany přírody.  
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Jak se ukázalo, znaky v anatomii pohlavní soustavy, nejsou k přesné identifikaci 
vhodné. Vhodnějšími se jeví konchologické znaky, na jejichţ základě jsou populace 
jednotlivých druhů bezpečně odlišitelné. 
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8. Závěr 
Cílem této diplomové práce bylo zrevidovat anatomické a morfologické znaky 
pouţívané k identifikaci jednotlivých druhů rodu Anisus, konfrontovat je se znaky 
molekulárními a na základě získaných výsledků se pokusit definovat znaky vedoucí 
k jednoznačné identifikaci jednotlivých druhů.  
 
Výsledky diplomové práce se dají shrnout v následujících bodech: 
 na území České republiky se vyskytují populace pěti druhů rodu Anisus 
 analýza DNA prokázala, ţe všechny tyto druhy tvoří samostatné linie 
 jednotlivé druhy jsou od sebe dobře odlišitelné pomocí konchologických 
znaků, především podle velikosti ulity, přítomnosti hrany po obvodu ulity, 
počtu závitů a velikosti posledního závitu 
 znaky v anatomii pohlavní soustavy dosud pouţívané k identifikaci druhů A. 
leucostoma a A. spirorbis jsou vzhledem ke své variabilitě k identifikaci 
nevhodné 
 Druhy A. leucostoma a A. spirorbis jsou od sebe bezpečně rozlišitelné podle 
poměru velikosti posledního a předposledního závitu 
 
Analýza DNA prokázala, ţe dosud platné druhy tvoří samostatné linie a podařilo se 
nově definovat morfologické znaky, které se dají pouţít k identifikaci jednotlivých 
druhů. Cíle diplomové práce tedy byly splněny. Zároveň ale byly nastoleny otázky 
nové. A to především, zda druh A. leucostoma tvoří jedinou geneticky více variabilní 
linii, či zda se jedná o více linií kryptických druhů. Analýza DNA také ukázala, ţe rod 
Gyraulus v současném pojetí pravděpodobně netvoří monofyletickou skupinu. Těmto 
otázkám bude v budoucnu nutné věnovat další pozornost. 
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10. Přílohy
  
 
 
Příloha 1 – Seznam lokalit. Sběratel – Tomáš Zavoral (TZ), Luboš Beran (LB), Lucie Juřičková (LJ). 
 
Druh Lokalita Mapové pole Souřadnice Datum sběru Coll. 
A. leucostoma Nová Ves n. Lužnicí 7155 48°49'25"N, 14°55'43"E 22.10.2006, 8.10.2009 LB, TZ 
A. spirorbis Janův Hrad 7166 48°48'58"N, 16°49'20"E 18.5.2006, 20.10.2006 TZ, LJ 
A. leuc/spir Břeclav - Kančí Obora 7267 48°46'29"N, 1652'32"E 20.10.2006, 7.4.2007 TZ, LJ, LB 
A. leuc/spir Břeclav – Pohansko 7267 48°43'35"N, 16°54'02"E 25.4.2010 LB 
A. leuc/spir Břežany n. Ohří 5550 50°25'5"N, 14°7'48"E 21.5.2009  LJ 
A. leuc/spir Budyně n. Ohří 5650 50°23'59"N, 14°7'14"E 3.2.2007, 12.9.2009 LB, TZ 
A. leuc/spir Halenkov (náhon Bečvy) 6674 49°19'34"N, 18°09'44"E 24.3.2007 LB 
A. leuc/spir Horka n. Moravou  6369 49°37'16"N, 17°13'44"E 10.4.2010 LB 
A. leuc/spir Horka n. Moravou, PR Plané Loučky 6369 49°37'17"N, 17°13'49"E 8.10.2006 LB 
A. leuc/spir Horní Jelení 5962 50°02'03"N, 16°06'12"E 18.11.2006 LB 
A. leuc/spir Hrubý Rohozec 5357 50°35'56"N, 15°09'34"E 27.5.2006 LB 
A. leuc/spir Chorvatsko (Omiš, Cetina R.) - 43°27'07"N, 16°42'42"E 18.6.2009 LB 
A. leuc/spir Jabkenice (r. Vidlák) 5656 50°19'15"N, 15°02'40"E 22.2.2007 LB 
A. leuc/spir Jistebník (PP Rákosina) 6274 49°44'24"N, 18°08'29"E 28.11.2009 LB 
A. leuc/spir Kly (Mělník) 5653 50°19'28"N, 14°30'04"E 30.4.2010 LB 
A. leuc/spir Kněžičky 5858 50°08'52"N, 15°19'46"E 5.5.2010 LB 
A. leuc/spir Kolesa 5958 50°4'49"N, 15°28'48"E 4.5.2008, 27.4.2010 LB, TZ 
A. leuc/spir Košatka 6274 49°44'11"N, 18°9'18"E 7.10.2009, 28.11.2009 TZ, LJ, LB 
A. leuc/spir Kynšperk n. Ohří 5841 50°7'18"N, 12°31'34"E 9.3.2008, 30.4.2010 LB, TZ 
A. leuc/spir Lanžhot 7267 48°43'14"N, 16°54'21"E 25.4.2010 LB 
A. leuc/spir Lázně Bohdaneč 5959 50°05'38"N, 15°41'30"E 20.11.2009 LB 
A. leuc/spir Lednice (Prostřední r.) 7266 48°46'59"N, 16°47'42"E 10.12.2009 LB 
A. leuc/spir Libický luh 5857 50°6'46"N, 15°10'23"E 21.10.2006, 21.7.2009, 9.8.2009 LB, TZ 
A. leuc/spir Moravský Písek 7069 48°57'14"N, 17°18'12"E 29.3.2008 LB 
A. leuc/spir Nejdek 7166 48°49'13"N, 16°46'34"E 18.5.2006, 20.10.2006 TZ, LJ 
A. leuc/spir Nosálov 5553 50°28'53"N, 14°41'07"E 13.7.2006, 10.11.2006 LB 
A. leuc/spir Sruby 6063 49°59'13"N, 16°11'34"E 12.11.2006 LB 
  
 
A. leuc/spir Studénka (r. Kačák) 6274 49°42'21"N, 18°04'56"E 21.10.2007 LB 
A. leuc/spir Studénka (r. Kotvice) 6274 49°42'19"N, 18°04'46"E 8.5.2010 LB 
A. leuc/spir Trusnov, r. Lodrant 5962 50°0'32"N, 16°2'19"E 6.8.2006 LB, TZ 
A. leuc/spir Třebovice, Mušlový rybník 6164 49°50'33"N, 16°28'18"E 21.1.2007 LB 
A. leuc/spir Zbraň (Žehuňský r.) 5858 50°08'30"N, 15°21'57 "E 5.5.2010 LB 
A. septemgyratus Břeclav - Kančí Obora 7267 48°46'47"N, 16°52'37"E 7.4.2007 TZ, LJ, LB 
A. septemgyratus Břeclav - Pohansko 7267 48°43'35"N, 16°54'02"E 25.4.2010 LB 
A. vortex Břeclav - Kančí Obora 7267 48°46'47"N, 16°52'37"E 20.10.2006 TZ, LJ 
A. vortex Nejdek 7166 48°49'13"N, 16°46'34"E 1.5.2006, 20.10.2006 TZ, LJ 
A. vortex Praha Hostivař 5953 50°3'13"N, 14°32'35"E 29.10.2006 LB, TZ 
A. vortex Pustějov 6374 49°41'5"N, 18°1'1"E 7.10.2009 TZ, LJ 
A. vortex Studénka (r. Kačák) 6274 49°42'18"N, 18°4'44"E 7.10.2009 TZ, LJ 
A. vorticulus Studénka (r. Kotvice) 6274 49°42'19"N, 18°04'46"E 8.5.2010 LB 
A. vorticulus Nejdek 7166 48°49'26"N, 16°46'36"E 7.4.2007, 22.3.2008 TZ, LJ, LB 
G. albus Nová Ves n. Lužnicí 7155 48°49'25"N, 14°55'43"E 22.10.2006 LB, TZ 
G. albus Spořice 5448 50°26'40"N, 13°23'2"E 21.9.2008 TZ,LJ 
G. parvus/laevis Lahošť 5349 50°37'14"N, 13°46'28"E 11.8.2006 TZ 
G. crista Mariánské Radčice 5349 50°33'57"N, 13°39'50"E 21.9.2008 TZ, LJ 
 
 
      
      
       
 
 
 
  
 
Příloha 2 – Neighbour-Joining dendrogram pro gen pro 16S rRNA. Čísla u jednotlivých větví 
vyjadřují hodnotu Bootstrap (hodnoty niţší neţ 50 % nejsou zobrazeny). 
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Příloha 3 – Neighbour-Joining dendrogram pro gen pro COI. Čísla u jednotlivých větví 
vyjadřují hodnotu Bootstrap (hodnoty niţší neţ 50 % nejsou zobrazeny). 
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Příloha 4 – Srovnání ulit druhů A. leucostoma, A. spirorbis a A. septemgyratus z jednotlivých 
věkových skupin.  
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Příloha 5 – Pohled na ulity rodu Anisus v základní poloze. 
 
A. leucostoma A. spirorbis
A. septemgyratus
A. vortexA. vorticulus
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Příloha 6 – Příklady biotopů obývaných druhy A. spirorbis/A. leucostoma. 
 
 
 
 
 
Nahoře zatopená periodická tůň nedaleko Nejdku (18.5.2006). Dole stejná tůň zcela vyschlá 
(20.10.2006) – A. spirorbis. 
  
 
 
 
Polovyschlá periodická tůň v Kančí Oboře (20. 10. 2006) – A. spirorbis. 
 
 
Vyschlá tůň v lese poblíž Lužnice nedaleko Nové Vsi nad Lužnicí (8. 10. 2009) – A. leucostoma. 
